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摘要 :【 目 的] 本 研究 旨 在 探索 光滑 疝 甲 Anatolica polita borealis 抗菌 肽 ApAMP1015 的 最 佳 原核 表 
达 条 件 及 其 抗菌 活性 。【 方 法 】 利 用 生物 信息 学 方法 对 得 到 的 ApAMP1015 基因 序列 和 有 蛋白 结构 进 
行 分 析 , 运 用 原核 表达 技术 表达 TrxA- ApAMP1015 融合 蛋白 ,通过 Western blot 方法 鉴定 蛋白 ,并 
利用 亲 和 层 析 的 方法 获得 纯化 的 TrxA-ApAMP1015 融合 蛋白 , 抑 菌 圈 实验 验证 蛋白 抗菌 活性 。【 结 
果 】 克 隆 得 到 光滑 营 甲 抗菌 肘 基 因 ApAMP1015 ,其 开放 阅读 框 长 387 bp ,编码 128 个 和 氨基酸, 其 中 
包含 由 19 个 氨基 酸 组 成 的 信号 肽 和 75 个 氨基 酸 组 成 的 成 熟 肽 。NCBI 数据 库 同 源 序列 比 对 结 
显示 该 蛋白 属 Coleoptericin 抗菌 肽 家 族 。 确 定 了 有 蛋白 表达 的 最 佳 条 件 : 0.1 mmol/L IPTG 150 rx/ 
min 29% 诱导 4 h。 肠 激酶 切割 后 的 ApAMP1015 能 够 有 效 抑 制 大 上 肠 杆菌 Kscherichia coli 的 生长 。 
结论 ] 克隆 得 到 光滑 警 甲 抗菌 肤 基 因 ApAMP1015 ,获得 了 其 编码 蛋白 的 最 优 表达 条 件 ,研究 发 现 
ApAMP1015 能 够 有 效 抑制 大 肠 杆菌 的 生长 。 本 研究 为 光滑 营 甲 抗菌 肘 ApAMP1015 的 应 用 和 进 
步 研究 英 定 了 基础 。 
关键 词 : 光滑 五 甲 ; 抗菌 肽 ; 原核 表达 ; 蛋白 纯化 ; 抗菌 活性 
中 图 分 类 号 : Q966 ”文献 标识 码 : A ”文章 编号 : 0454-6296(2016 )01-0008-08 
Optimization of prokaryotic expression conditions and the antibacterial 
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Abstract: [Aim) To explore the optimal prokaryotic expression conditions and study the antimicrobial 
activity of a novel glycine-rich antimicrobial peptide ApAMP1013 from Anatolica polita borealis. 
[ Methods 】The cDNA and deduced amino acid sequences of ApAMP1015 were analyzed by bioinformatics 
methods. Prokaryotic expression technology was used to express fusion protein TrxA-ApAMPI1015. The 
fusion protelin TrxA-ApAMP1013 was verified by Western blot, and purified with affinity chromatography. 
Inhibition zone experiment was made to assay the antibacterial activity of ApAMP1015. 【 Results】An 
antimicrobial peptide gene 4p4MP1013 was cloned from A. polita borealis. 4p4MP1013 has the opening 
reading frame of 387 bp and encodes a 128-amino-acid peptide consisting of a signal peptide of 19 amino 
acids and a mature peptide of 73 amino acids. Homology analysis showed that ApAMP1015 ls a member 
of coleoptericins. The prokaryotic expression vector pET-32a-ApAMPI1015 was successfully constructed 
and the recombinant protein expressed in Escherichia coli BL21( DE3) was verified by Western blot. The 
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0. 1 mmol/L IPTG induced a higher level of expression of recombinant protein in the supernatant in the 
culture condition of 25°C and 150 r/min. The inhibition zone experiment showed that ApAMP1015 
exhibited the antibacterial activity against E. coli. 【Conclusion 】The full-length cDNA of ApAMP1015 


was cloned from A. polita borealis. The optimal prokaryotic expression conditions were determined. 


ApAMP1015 can inhibit the growth of Ek. cok. 


This study lays the foundation for promoting the 


application and further study of ApAMP1013 from A. polita borealis. 
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微生物 耐 药 性 逐渐 增加 ,使 得 人 们 对 新 的 抗 阔 
药物 的 人 研发 需求 越 来 越 强烈 。 抗 阔 肽 是 一 类 两 杀 性 
的 小 分 子 多 肽 ,可 从 哺乳 动物 .昆虫 .植物 和 海洋 生 
物 等 分 离 得 到 ,具有 抗 细 琐 、 真 靖 和 肿瘤 细胞 等 生物 
活性 。 其 中 昆虫 抗 画 肽 是 目前 研究 最 多 的 。 已 从 双 
翅 目 (Diptera) 昆 虫 中 分 离 得 到 双 地 肽 (diptericins ) 
(Kruglikova,，2011) 攻击 紊 (attacins) (Bang et al.，, 
2012 )、 肉 晶 毒 素 (sarcotoxins) 了 (Wang et al., 
2008 ) ,从 鲜 望 目 (Lepidoptera) 昆虫 中 分 离 到 攻击 丢 
(attacins) ,从 膜 翅 目 ( Hymenoptera ) 昆虫 中 分 离 到 膜 
望 肽 (hymenoptaecins ) ( Zhang and Zhu,2012), 从 贿 
荡 目 (Coleoptera ) 昆虫 中 分 离 到 的 萌 翅 肽 
( coleoptericins ) ( Zhu et al.,，2014 ) , holotricin 和 
holotricin 亚 ( Ribeiro et al., 2012) 以 及 tenecin 于 等 。 

抗 阔 肽 种 类 繁多 ,可 以 根据 其 氨基 酸 组 成 及 结 
构 特 征 分 为 :a. 具有 a- 嵌 旋 结 构 抗 阔 肽 ;b，B- 折 鞋 
结构 抗 函 肽 ;ec 宦 含 半 胱 氨 酸 的 多 肽 ;d. 宦 售 组 氨 
酸 、 精 氨 酸 、 月 氨 酸 和 甘氨酸 的 多 肽 ;e. 由 黎 有 的 重 
组 氨基 酸 组 成 的 多 肽 (Su and Han, 2012) 。 其 中 军 
含 甘 氨 酸 的 抗 阔 肽 除了 抑 阔 作用 ,还 具有 抗 真 冰 及 
抑制 肿瘤 细胞 的 生物 学 活性 。 如 holotrricin 工 ， 
holotricin 亚 和 tenecin 开具 有 抗 假 丝 酵母 的 活性 
(Chae et al., 2012 ) ,tenecin 焉 能 抑制 白色 念珠 菌 的 
生长 (Zeng et al., 2013 ) ,SK84 具有 抗 枯草 车 孢 杆 击 
等 革 兰 氏 阳 性 菌 的 活性 以 及 能 够 抑制 癌症 细胞 系 
THP-1 、 肝 六 HepG2 及 乳房 瘤 症 MCF-7 细胞 的 扩散 
(Lu and Chen, 2010) 。 

光 消 迷 甲 Anatolica polita borealis 属于 拟 步 甲 科 
(Tenebrionidae ) 灼 甲 族 (Tentvriini ) 东 鳌 甲 属 
Anatolica 昆虫 ,生活 在 新 疆 欧 漠 地 区 ,生存 条 件 极 其 
艰 震 。 光 清 鳌 甲 如 何在 这 恶劣 的 环境 中 抵抗 病原 微 
生物 而 得 以 生存 值得 进行 深入 的 研究。 本 实验 组 前 
期 已 成 功 构 建 细 阔 ( 大 肠 杆菌 Escherichia coli 与 金 
黄色 简 欧 球菌 Staphylococcus aureus ) 诱导 的 光滑 浆 
甲 幼虫 抑制 差 减 cDNA 文库 ,从 文库 中 攻 选 出 看 干 




















抗 画 肽 基因 。 本 研究 将 通过 生物 信息 学 分 析 及 原核 
表达 光滑 鉴 甲 抗 两 肽 ApAMP1015 ,并 测定 所 表达 融 
合 和 蛋白 的 抗菌 活性 ,研究 该 蛋白 的 结构 功能 及 原核 
表达 条 件 ,为 下 一 步 抗 画 功 能 的 研究 以 及 为 开发 新 
的 生物 工程 药物 提供 重要 的 理论 基础 和 实验 数据 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 和 主要 试剂 

光滑 整 甲 cDNA 模板 由 本 实验 组 提供 ,pET-32a 
表达 载体 为 本 实验 室 保存 质 粒 , 大肠 杆 落 .coli 与 
金黄 色 艾 笨 球 阔 S$，aureus 为 实验 室 保存 菏 种 。 

限制 性 内 切 酶 KcoRI，Xho I 以 及 Taq DNA 肾 
合 酶 购 目 TaKaRa 公司 ,IPTG 购 目 Solarbio 公司 ; 琢 

糖 凝 胶 DNA 回收 试剂 盒 ,I4 DNA Ligase, 质粒 提 

取 试 剂 盒 , 重 白 Marker, Fermentas 预 染 人 香 白 Marker 
和 Bradford 和 集 日 定量 试剂 盒 购 目 天 根 生化 科技 有 限 
公司 ; 大 肠 杆 菌 感受 态 细 胞 DH5a, BL21 ( DE3 ) 、 
Anti-His Mouse Monoclonal Antibody 和 Anti-mouse 
IgG-HRP 购 目 北京 全 式 金 公 司 ;DAB 显 色 液 购 目 北 
系 中 杉 金 桥 生 物 有 限 公 司 ; His 标签 纯化 树脂 (Ni- 
NTA Resin ) 购 目 QIAGEN 公司 ; BSA，DTT 和 
Clycine 等 购 目 Sigma 公司 ; 透析 袋 、 超 滤 腊 、 超 滤 管 
等 购 目 美国 Millipore 公司 ;其 余党 用 试剂 均 为 国产 
或 进口 分 析 纯 。 
1.2 ApAMP1015 基因 的 克隆 、 测 序 和 序列 分 析 

Ap4AMP1015 基因 由 本 实验 组 从 细 落 大肠 杆 商 
.coli 与 金黄 色 简 萄 球菌 S，aureus 谣 导 的 光滑 鳖 
甲 幼虫 抑 制 差 减 cDNA 文库 中 利用 RACE 技术 元 隆 
得 到 。 设 计 含 酶 切 位 点 的 引物 ,上诉 引 物 : 5'-CCGG 
AATTCTCTCTCCAACCCGCGAGCCGCCCC-3 (EcoRI ) ; 
下 游 引物 : 5'-CCGCTCGAGTCACCACCTGTAAGTTC 
CTCTC-3'(Xho 1)。 运 用 PCR 技术 扩 增 目的 户 段 ， 
PCR 反应 条 件 为 : 94Y 预 变性 5 min;94Y 变性 30 s， 
57% 退火 30 s,72% 延伸 1 min ,进行 30 个 循环 ;最 
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后 72 世 延伸 10 min。1.0% 珠 脂 糖 壮 胶 电 泳 检 测 
PCR 产物 ,回收 目的 片段 ,连接 至 pMD18-T 载体 上 ， 
转化 感受 态 细 胞 DH5a ,用 含 氮 直 青霉素 (50 je/ 
mL) 的 LB 液体 培养 基 进 行 阳 性 区 隆 的 入 选 , 丙 液 
PCR 鉴定 正确 的 画 液 送 上 海 生 物 工 程 技术 服务 有 
限 公 司 进行 测序 鉴定 。 测 序 正 确 的 片段 用 于 后 续 构 
建 重 组 表达 质粒 。 

利用 DNAMAN 软件 、SignalP 4. 1 Server 及 
NCBI 中 的 Blast 软件 对 已 获得 的 4p4MP1015 的 核 
酸 序列 进行 其 氨基 酸 序 列 、 同 源 性 、 信 号 肽 及 成 就 肽 
序列 分 析 。 
1.3 原核 表达 载体 的 构建 

将 表达 载体 pET-32a 与 日 的 片段 ApAMP1015 
分 别 用 EcoR 1 和 Xho I 进行 双 酶 切 , 使 用 切 胶 回收 
的 方法 回收 酶 切 载体 及 片段 ,用 14 DNA 连接 酶 连 
接 ,将 连接 产物 转化 感受 态 细胞 BL21(DE3 ) 。 转 化 
后 筛选 阳性 单 克 隆 ,振荡 培养 后 提取 重组 质粒 , 双 酶 
切 鉴定 后 送 上 海 生物 工 程 技术 服务 有 限 公 司 测序 验 
证 。 测 序 正 确 的 表达 载体 用 于 后 续 的 原核 表达 。 
1.4 目的 香 白 的 诱导 表达 

挑 取 重 组 构建 成 功 的 菌株 接种 在 5 mL 的 LB 
液体 培养 基 ( 含 Ampicillin 50 ug/mL) 中 振 沪 培养 过 
夜 ,次 日 将 所 得 阔 液 以 1:100( vAv) 比例 接种 至 新 鲜 
LB 液体 培养 基 ( 含 Ampicillin 50 pg/mL) 中 ,在 
37%0 振 沪 培 养 到 0Dow 值 为 0.5 左右 ,加 入 IPTG 使 
终 浓 度 为 0.2 mmol/L, 37% 220 r/min 诱导 4h 后 ， 
8 000 r/min 离心 5 min 收集 落体 ,加 入 PBS 漂洗 苗 
体 3 次 ;用 超声 波 细胞 粉碎 机 (JY92-2D ,宁波 新 芝 
生物 科技 股份 有 限 公 司 ) 冰 浴 条 件 下 超声 5 s, 停 
5 s, 反 复 此 步 又 共 进 行 10 min 破碎 阔 体 ,12 000 rv 
min 离心 15 min ,收集 上 清 ,15% 的 SDS-PAGE 检测 
集 日 的 表达 情况 。 
1.5 诱导 条 件 的 优化 及 SDS-PAGE 分 析 

将 构建 好 的 表达 菌株 37% 培养 4h ,新鲜 阔 液 按 
1: 100 (vAv) 接 种 ,采用 不 同 诱导 温度 (25，30 和 
37°C ) ,不 同 IPTG 浓度 (0.05, 0.1, 0.5,0.8 和 1.2 
mmol/L) , 谤 导 不 同时 间 (4, 6 和 8 h) 和 不 同 转速 
(100, 150 和 220 r/min) 处理 后 ,8 000 r/min 离心 
5 min 收 集落 体 , 每 30 mL 原始 阔 液 用 1 mL PBS 重 
县 ,超声 破 雄 落体 后 ,12 000 r/min 离心 15 min 收集 
上 清 , 以 上 操作 都 在 低温 下 进行 。 通 过 15% 的 SDS- 
PAGE 分 析 目 的 集 日 的 表达 情况 。 
1.6 Western blot 

融合 集 日 经 SDS-PAGE 电泳 后 在 90 V 稳 压 1h 











条 件 下 电 转 移 至 酶 酸 纤 维 膜 上 ,用 PBST 黎 释 的 5% 
脱脂 奶粉 4 过 夜 封闭 ; 用 PBST 短 时 润 洗 后 ,添加 
4 mL 按 1:2 000(vAv)5% 脱脂 奶粉 稀释 的 Anti-His 
小 鼠 单 克隆 抗体 为 一 抗 ,37C 及 育 2 h, 用 PBST 尝 
次 3 次 ,然后 用 5% 脱脂 奶粉 稀释 的 Anti-mouse IgG- 
HRP 为 二 抗 ,4 mL, 按 1:5 000(vv) 稀 释 ,37% 孵育 
2h, 用 PBST 课 洗 膜 3 次 。l mL DAB 显 色 液 暗 处 显 色 
5 min ,立即 用 PBS 洗 净 显 色 液 ,拍照 记录 结果 。 
1.7 抑 获 圈 实 验 

将 诱导 后 的 阔 液 1L 离心 收集 落体 ,PBS 深 洗 3 
次 ; 用 30 mL 肠 激酶 (rEK) 绥 冲 液 重 惹 菌 体 ,4C 超 
声 人 破碎 ,12 000 r/min 离心 15 min, 收 集 上 清 , 超 滤 
浓缩 重 白 ,Bradford 法 测 和 蛋白 浓度 (Bradford, 1976)， 
肠 激 酶 rEK 切除 TrxA-ApAMP1015 融合 集 日 的 
TrxA 标签 集 日 。 在 厚度 为 3 mm, 分 别 含 大 肠 杆 商 
.coli 与 金黄 色 简 萄 球 铸 S，aureus 的 固体 培养 基 
中 打 孔 , 孔 的 直径 为 2 mm, 分 别 加 入 卡 那 霉 素 (10 
mg/mL)10 kL 作为 阳性 对 照 ,浓缩 蛋白 50 kL ,稀释 
一 倍 的 重 昌 50 AL ,并 设 肠 激酶 缓冲 液 50 pL, 及 含 
1 ML 肠 激酶 的 肠 激酶 缓冲 液 30 pL 为 阴性 对 照 ， 
37 忆 恒温 箱 过 夜 培养 ,次 日 观察 抑 较 , 提 照 记录 
结 末 。 





2 结果 


2.1 ApAMP1015S 基因 克隆 和 序列 分 析 

利用 末 闪 快速 扩 增 (rapid amplification of cDNA 
ends，RACE ) 技术 克隆 获得 4p4MP1015 的 全 长 基 
因 序列 (图 1)。 利 用 DNAMAN 软件 对 基因 序列 进 
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图 1 光滑 鉴 甲 抗 阔 肽 基因 4p4MP1015 的 PCR 电泳 图 
Fig. 1 PCR amplification of ApAMPI101S gene from 
Anatolica polita borealis 
M:DNA 分 子 量 标准 DL2000; 1: 4p4MP1015 PCR 扩 增 产物 PCR 

amplification product of ApAMP1015 gene. 


1 期 


行 分 析 可 和 ,ApAMP1015 基因 编码 由 128 个 氨 基 酸 
组 成 的 多 肽 , 含 19 个 氨基 酸 组 成 的 信号 肽 ,成 熟 肽 
有 74 个 捞 基 酸 ,前 体 肽 序列 由 35 个 氨基 酸 组 成 。 
ApAMP1015 甘氨酸 合 量 高 达 13.5% ,属于 冤 合 甘 氨 
酸 抗 丙 肽 一 类 (图 2)。 

利用 NCBI 数据 库 进 行 同 源 序 列 比 对 , 发 现 
ApAMP1015 属 Coleoptericins 家 族 杀 菌 肽 。 下 载 
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NCBI 公布 的 其 他 物种 的 藉 翅 肽 筑 基 酸 序列 , 用 
DNAMAN 对 多 肽 ApAMP1015 与 其 他 甘 这 上 肽 的 氨基 
酸 序列 进行 比 对 ,结果 显示 ApAMP1015 与 拟 步 甲 
科 的 大 黑 甲 Zophobas opacus 序列 一 致 性 最 高 , 达 
到 66% ,与 黄粉 虫 Tenebrio molitor 来 源 的 锯 计 上 肽 
及 么 国 独 角 仙 萌 翅 肽 序列 一 致 性 在 51% ~ 54% 
(图 395 
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1 ATGGTCAAATTCTGCTTATACTTCGCTITTCGCCGCTCTTGTGGCTGCAGCCACAGCCGTT 

1 WC RA Vv 
70 80 90 100 110 120 

61 CCGGTGGAGCAGTTGATCGAAGAATACGGTTACCACCCCGAAGAATTGCACACCGTTTAC 

21 PIVOECO LE YO YH PE EL HH TY 
130 140 150 160 170 180 

121 TTACCCGAAGAGGAAGTTGTGGCATTTTACCGTCCGAGGCGCITCTCTCCAACCCGGAGCG 

41 L PE EEYV VA FYR PRR ELQ PGA 
190 200 210 220 230 240 

181 

61 PQAQFP VP GQS NEG WS GS PN VE 
250 260 270 280 290 300 

241 

81 
310 320 330 340 350 360 

301 

101 
370 380 

361 [CATOTGAGAGGAACTTACAGGTGGTGA 

WY ho TR Wi* 

图 2 光滑 上 刺 甲 抗 阔 肽 ApAMP1015 基因 核 车 酸 序列 及 推导 的 氨基 酸 序 列 


Fig. 2 Nucleotide and deduced amino acid sequences of ApAMP1015S gene from Anatolica polita borealits 
言 号 肽 序列 用 灰色 阴影 标注 ;成 熟 肽 序列 用 方 框 标注 。Amino acid residues in the signal peptide are marked with gray shadow, and the mature 


peptide sequences are marked with box. 


ApAMP1013 [Anatolica polita borealis] 
Coleoptericin [Copris tripartitus | 
Coleoptericin A [Zophobas atratus | 
Coleoptericin-like [Tribolium castaneum 
Coleoptericin A[Tenebrio molitor] 
Coleoptericin B[Tenebrio molitor] 
Coleoptericin A[Trypoxylus dichotomus|] 
Coleoptericin B[Trypoxylus dichotomus|] 
Coleoptericin C[Trypoxylus dichotomus|] 
Consensus 

ApAMP1015S [Anatolica polita borealis] 
Coleoptericin [Copris tripartitus | 


和 nr | 

ERYFQEPRPDTAAVHARRDEPETVAPTEFRSYLGITDEDVIENPYVYIR 

EAEEYN. .BDLEPDYQFYRLRRSVEQDIPAEENE . . . .YVPAEBLYELI 二 不 

FEQW. .. .YDP. .EWEIDA. ASPYLYQL .RSRE 

A 二 古训 家 aa PAAVAHKY YE 
PDTAAVHAYRDEPFTVTPTEFRSYLGITDEDEIDNPYVY IE 
PDIAAVHAERDEPFTVITPAELRSYLGITDEDEIENPYVYNBE 
PDIAAVHAERDEPFTVTPAELRSYLGITDEDEIDNPYVY IE 
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Coleoptericin A [Zophobas atratus| 
Coleoptericin-like [Tribolium castaneum | 
Coleoptericin A[Tenebrio molitor] 
Coleoptericin B[Tenebrio molitor] 
Coleoptericin A[Trypoxylus dichotomus] 
Coleoptericin B[Trypoxylus dichotomus|] 
Coleoptericin C[Trypoxylus dichotomus|] 
Consensus 
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图 3 ApAMP1015 与 其 他 物种 来 源 靖 这 肽 的 序列 比 对 结 
Fig. 3 Alignment of ApAMP1013 with coleoptericins from other species 
Coleoptericin 氨基酸 序列 来 源 及 GenBank 登录 号 The origin of the coleoptericins and their GenBank accession numbers: 三 开 晓 时 Copris tripartitus 
CColeopternion: ABP97088.1); 类 硬是 Zophobos tna (Coleoptetiein A P9002 从 抽 从 洲 Do castonewn (Coleopteioln like: XP 
008199791.19, 营 粮 和 量 Tomebno molior Coleonternenm A AlD6031. 1 Coleopiedemn B. AID602.19。 娄 国 池 前 人 0 Typonlis Hehoiomws 
( Coleoptericin A: BAB40436. 1; Coleoptericin B: BAB40437. 1; Coleoptericin C: BAB40438. 1). 
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2.2 目的 蛋 日 的 表达 纯化 及 鉴定 

15% SDS-PAGE 电泳 结 采 显示 :转化 机 经 族 导 
表达 后 ,在 35 kDa 左右 位 置 有 特异 性 集 日 条 市 ,与 
理论 计算 集 日 大 小 一 任 , 而 未 放 导 的 阔 液 ( 泳 道 3) 
在 相应 位 置 没有 产生 相应 的 焦 日 条 市 (图 4: A)。 
为 了 进一步 检测 表达 产物 是 否 为 目的 集 日 ,以 鼠 抗 
6 x His 为 一 抗 ,以 辣 根 过 氧化 酶 标记 的 年 抗 鼠 为 二 
抗 ,对 表达 产物 进行 Western blot 印迹 分 析 , 络 于 表 


A 
kDa M 1 3 二 
116.0 一 


00.2 一 





435.0 一 
3 一 


2 一 


18.4 一 
14.4 一 





明 ,所 表达 的 融合 和 集 日 确实 为 目的 集 昌 ( 图 4: B)。 
目的 和 集 日 的 可 浴 性 检测 中 发 现 ,在 诱导 条 件 为 150 
r/min 25 作 诱导 4 bh 时 ,目的 蛋白 在 上 清 液 ( 泳 道 5) 
与 包涵 体 ( 泳 道 6) 中 均 有 表达 (图 4: A) ,但 在 上 清 
液 中 的 表达 量 较 少 , 需 要 进一步 优化 诱导 条 件 以 获 
得 较 多 的 上 清 融 合集 日 。 将 上 清 融 合集 日 用 10 
mmol/L 咪唑 结合 于 Ni 柱 , 使 用 200 mmolLL 咪 哗 洗 





脱 目 的 香 日 (图 5) 。 
B 
6 kha WM 1 2 3 
100 ww 
60 —— 
45 we 


DID mr-. 


]8 me 





图 4 TrxA-ApAMP1015 融合 集 日 的 表达 ( A) 及 鉴定 (B) 
Fig. 4 Expression (A) and validation (B) of the recombinant protein TrxA-ApAMPI1015 
A. M: 和 蛋白 标准 分 子 量 Protein molecular weight marker; 1: 未 经 IPTG 诱导 的 pET-32a 表达 产物 Expression product of pET-32a without induction 
with IPTC; 2: 经 IPTG 诱导 的 pET-32a 表达 产物 Expression product of pET-32a induced with IPTG; 3 : 未 经 IPTG 诱导 的 pPET-32a-4p4MP1015 表 
达 产 物 Expression product of pET-32a-4p4MP1015 without induction with IPTG; 4: 经 IPTG 诱导 的 pET-32a-ApAMP1015 表达 产物 Expression 
product of pET-32a-ApAMP1015 induced with IPTG; 5: 上 清 中 pET-32a-4p4MP1015 的 诱导 表达 产物 Supernatant solution of pET-32a-ApAMP1015 
after induction; 6: 包涵 体 中 pET-32a-4p4MP1015 的 诱导 表达 产物 Pellet fraction of pET-32a-ApAMP1015 after induction. B. 1: 带 6 x His 标签 的 
Trx-A 和 恒 白 上 清 Supernatant solution of Trx-A with 6 x His tag; 2: 带 6 x His 标签 的 TrxA-ApAMP1015 重 白 上 清 液 Supernatant solution of TrxA- 
ApAMP1015 with 6 x His tag; 3: 未 经 IPTG 诱导 的 pPET-32a-4p4HMP1015 表达 产物 上 清 Expression product of pET-32a-ApAMP1015 without 


induction with IPTG. 


M 1 3 二 了 0 7 8 


kDa 
116.0 一 - 
66.2 一 


435.0 一 


人 
23.0— 


18.4 一 
14.4 一 





图 5 TrxA-ApAMP1015 融合 集 日 的 纯化 

Fig. 5S Purification of the recombinant protem TrxA-ApAMP1015 
M: 和 蛋白 标准 分 子 量 Protein molecular weight marker;1: 未 经 IPTG 
诱导 的 pERT-32a-ApA4MP1015 表达 产物 Expression product of pET- 
32a-ApAMP1015 without induction with IPTG; 2: 经 IPTG 诱导 的 
pET-32a-ApAMP1015 表达 产物 Expression product of pET-32a- 
ApAMP1015 induced with IPTG; 3: 上 清 中 pPET-32a-4p4MP1015 的 诱 
导 表 达 产 物 Supernatant solution of pET-32a-ApAMP1015 after 
induction; 4: 流 穿 液 Flow fraction; 5, 6,7, 8: 分 别 为 20, 50, 200 
和 500 mmol[E 咪唑 洗 脱 组 份 Eluted fractions with 20,，50,， 200 and 
300 mmol/L imidazole, respectively. 


2.3 不 同 IPTG 浓度 对 融合 蛋白 表达 量 的 影响 

15% SDS-PAGE 电泳 显示 :融合 蛋白 TrxA- 
ApAMP1015 的 表达 量 没 有 随 厦 IPTG 浓度 的 增加 而 
增加 ,说明 IPTG 浓度 不 是 影响 该 蛋白 表达 量 的 主 
要 因素 (图 6)。 由 于 1IPTG 郧 贯 的 价格 和 潜在 的 毒 
性 ,所 以 ,在 IPTG 浓度 不 影响 蛋白 表达 量 的 情况 
下 ,可 选择 浓度 相对 较 低 的 0.1 mmol/L IPTG 进行 
集 日 的 诱导 表达 。 
2.4 不 同 诱导 温度 对 融合 蛋白 表达 量 的 影响 

15% SDS-PAGE 电泳 检测 不 同 温度 族 导 下 和 有 重 日 
表达 量 的 差异 (图 7)。 结 果 显 示 : 融 合 重 白 TrxA- 
ApAMP1015 的 表达 量 随 着 温度 的 增加 没有 明显 的 
变化 ( 泳 道 2,4 和 6) , 苦 体 破碎 后 上 清 中 目的 和 蛋白 
的 表达 量 在 各 温度 下 也 没有 显著 性 差异 ,选择 相对 
较 低 的 25Y 作为 诱导 的 温度 。 
2.5 摇 床 转速 对 融合 蛋白 表达 量 的 影响 

15% SDS-PAGE 电泳 显示 ,在 摇 床 转速 为 100 r/ 
min 时 ,融合 蛋白 TrxA-ApAMP1015 的 表达 量 最 低 ; 
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转速 为 150 r/min 时 ,和 集 日 表达 量 最 高 (图 8)。 因 此 ”选择 集 日 的 最 佳 诱 导 转 速 为 150 r/min。 


kDa M 1 2 3 4 3 6 8 9 10 





图 6 TrxA-ApAMP1015 表达 条 件 一 一 IPTG 浓度 的 筛选 
Fig. 6 Screening of IPTG concentration, one of the expression conditions of TrxA-ApAMPI1015 
M: 和 蛋白 标准 分 子 量 Protein molecular weight marker; 1, 3, 5, 7, 9: 未 经 IPTG 诱导 的 pET-32a-ApAMP1015 表达 产物 Expression products of pET- 
32a-ApAMP1015 without induction with IPTG; 2, 4, 6, 8, 10: 分 别 经 0.05, 0.1, 0.5, 0.8 和 1.2 mmol/L IPTC 诱导 的 pET-32a-Ap4AMP1015 表达 
产物 Expression products of pET-32a-ApAMP1015 induced with 0.05, 0.1, 0.5, 0.8 and 1.2 mmol/L IPTG, respectively. 


kDa M | 分 二 了 6 





图 7 TrxA-ApAMP1015 表达 条 件 一 一 诱导 温度 的 往 选 
Fig. 7 Screening of induction temperature, one of the expression conditions of TrxA-ApAMPI1015 
M; 蛋白 标准 分 子 量 Protein molecular weight marker; 1, 3, 5: 未 经 IPTG 诱导 的 pET-32a-Ap4MP1015 表达 产物 Expression products of pET-32a- 
ApAMP1015 without induction with IPTG; 2, 4, 6: pET-32a-ApAMP1015 在 温度 梯度 依次 为 20, 25 和 37% 下 的 诱导 表达 产物 Expression products 
of pET-32a-ApAMP1015 induced with IPTG at 20 ,25 and 37°C ，respectively. 


kDa M 1 之 3 二 3 6 















116.0 
66.2 


45.0 
35.0 


25.0 


18.4 
14.4 


图 8 TrxA-ApAMP1015 表达 条 件 一 一 播 床 转速 的 得 选 
Fig. 8 Screening of rotational speed one of the expression conditions of TrxA-ApAMPI1015 


M: 和 蛋白 标准 分 子 量 Protein molecular weight marker; 1, 3, 5: 未 经 IPTG 诱导 的 pET-32a-ApAMP1015 表达 产物 Expression products of pET-32a- 





ApAMP1015 without induction with IPTG; 2, 4, 6: pET-32a-ApAMP1015 在 反 床 转速 梯度 依次 为 100, 150 和 220 r/min 下 的 诱导 表达 产物 
Expression products of pET-32a-ApAMP101S induced with IPTG at 100, 150 and 220 r/min, respectively. 
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2.6 不 同 诱导 时 间 对 融合 绰 白 表达 量 的 影响 

15% SDS-PAGE 电泳 结果 显示 :融合 蛋白 TrxA- 
ApAMP1015 的 表达 量 在 选 定 的 3 个 诱导 时 间 中 没 
有 明显 变化 (图 9) ,说明 诱导 时 间 不 是 影响 该 蛋白 
表达 量 的 主要 因素 。 因 此 选择 较 短 的 4 h 最 为 最 佳 
诱导 时 间 。 


kDa M 1 芝 3 二 加 0 
1106.0 一 


0 一 
453.0 一 
3 一 
2 一 


18.4 一 
144 一 





图 9 TrxA-ApAMP1015 表达 条 件 一 一 诱导 时 间 的 第 选 
Fig. 9 Screening of induction time, one of the expression 
conditions of TrxA-ApAMPI1015 
M: 重 白 标准 分 子 量 Protein molecular weight marker; 1, 3, 5: 未 经 
IPTG 诱导 的 pET-32a-ApAMP1015 表达 产物 Expression products of 
pET-32a-ApAMP1015 without Induction with IPTG; 2, 4, 60: pET-32a- 
ApAMP1015 在 时 间 梯 度 依次 为 4, 6 和 8 h 时 的 诱导 表达 产物 
Expression products of pET-32a-ApAMP1015 induced with IPTG for 4, 

6 and 8 h, respectively. 


2.7 ApAMP101S 的 抑 菌 实验 

亲 和 层 析 法 纯化 融合 借 白 TrxA-ApAMP1015， 
超 滤 浓缩 后 , Bradford 法 测 得 重 白 的 浓度 为 11. 66 
mg/mL。 前 期 实验 结果 发 现 标签 蛋白 TrxA 不 能 够 
抑制 常见 的 致 病 阔 大 肠 杆 阔 已 eol 与 金黄 色 简 侈 
球 男 S，aureus 的 生长 (数据 未 给 出 ) ,上 肠 激酶 切割 
TrxA-ApAMP1015 融合 重 白 的 TrxA 标签 重 白 后 , 检 
测 ApAMP1015 的 杀 示 活性 :选择 大 肠 杆 丙 E. coli 
与 金黄 色 和 区 和 铭 球 阔 S，aureus 作为 实验 于 ,验证 
ApAMP1015 是 否 具 有 杀 丽 作用。 抑 丙 圈 结 采 显 示 : 
ApAMP1015 能 够 有 效 抑制 大 肠 丁 冰 已 co 的 生长 
(图 10: A) ,而 不 能 抑制 金黄 色 简 欧 球 甸 $S. aureus 
的 生长 (图 10: B)。 从 图 10(A) 可 知 ,不 同 浓度 重 
日 产生 的 抑 梢 圈 大 小 没有 明显 差异 ( 孔 3,4,5 为 
11.66 mg/mL; 孔 6 为 5.83 mg/mlL) ,可 能 是 由 于 各 
日 的 浓度 过 高 上 样 量 太 大 ,而 筷 径 较 小 ,阻碍 了 重 
日 在 培养 基 中 的 渗透 范围 。 




















3 讨论 


发 现 抗 阔 肽 以 来 ,已 经 在 昆虫 、 两 栖 动 物 、 鸟 类 、 
海洋 生物 哺乳 动物 .植物 万 至 人 体 等 多 种 生物 体 中 
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图 10 融合 蛋白 TrxA-ApAMP1015 的 抑 兰 实验 

Fig. 10 Antibacterial activity of the recombinant 

protelin TrxA-ApAMP1015 

A: 大 肠 杆 菌 Kscherichia coli; B: 金黄 色 简 萄 球菌 Staphylococcus 
aureus. 下 : 卡 那 霉 素 (阳性 对 照 )Kanamycin ( positive control ) ; 1 : 
肠 激 酶 缓冲 液 ( 阴 性 对 照 )rEK buffer solution (negative control) ; 2 : 
含 肠 激酶 的 肠 激 酶 缓冲 液 rEK buffer solution with rEK enzyme; 3 ， 
4,5: 11.66 mg/ml 和 蛋白 作用 于 细菌 产 生 的 抑 菌 圈 Inhibition zone 
of 11.66 mg/mL protein against bacteria; 6: 5. 83 mg/mL 和 蛋白 作用 
于 细菌 产生 的 抑 菌 轿 Inhibition zone of 5. 83 mg/mL protein against 
bacteria; 7: 光滑 整 甲 为 一 抗菌 肽 ApAMP( 阳性 对 照 ) 产 生 的 抑 阔 
圈 Inhibition zone of another antipeptide ApAMP (positive control ) 





against bacteria. 


发 现 并 分 离 获得 了 多 种 内 源 性 抗菌 肽 。 由 于 其 能 抗 
半 兰 氏 阳 性 阔 . 章 兰 氏 阴性 凋 、 真 阔 , 抑 杀 多 重 耐 药 
性 菌株 和 肿瘤 细胞 ,并 且 对 病毒 .原虫 及 癌 细 胞 也 有 
作用 ,近年 来 , 抗 丽 肽 在 医药 、 转 基因 应 用 农业 和 冀 
牧 业 食品 和 化 妆 品 等 领域 均 显 示 了 广泛 的 应 用 
采 深 。 

昆虫 抗 阔 肽 中 的 萌 妹 肽 ,分 子 量 大 约 为 8 kDa， 
由 74 个 氨基 酸 组 成 ,含有 13% 的 甘氨酸 残 基 , 属于 
富 含 甘 氨 酸 的 抗 丽 肽 。Vileinskas 等 (2013 ) 通过 用 
病 瑚 感染 器 虫 的 方法 ,从 异 色 味 虫 中 分 离 得 到 15 个 
Coleoptericins 家 族 抗 菌 肽 的 编码 基因 及 4 个 
Coleoptericin-like 基因 。 和 有 重 白 结构 包括 信号 肽 Furin 
集 日 酶 结合 位 点 ,75 个 氨基 酸 残 其 组 成 的 成 熟 肽 ， 
军 含 甘 筑 酸 残 基 和 膊 有 禹 酸 残 基 。 抗 丽 活 性 检测 绪 
表明 , 异 色 跌 虫 Coleoptericin 抗 丙 肽 具有 抗 大 肠 杆 
阔 和 腾 黄 微 球 落 Micrococcus luteus 的 生物 学 活性 。 

本 实验 研究 的 Ap4MP1015 编码 由 128 个 氨 基 
酸 残 基 组 成 的 集 日 质 ,其 中 信号 肽 长 19 个 氨基 酸 ， 
前 体 肽 序列 由 35 个 氨基 酸 组 成 ,成 熟 肽 含 74 个 氨 
基 酸 ,甘氨酸 合 量 最 高 ,含量 高 达 13.5% ,同样 属于 
军 含 甘 妥 酸 抗 画 肽 。 大 多 效 亩 合 甘 须 酸 的 抗 画 肽 具 
有 抗 音 兰 氏 阴性 丽 、 真 霄 和 肿瘤 细胞 的 生物 学 活性 
(Lee et al., 2007) ,如 tenecin-3 和 SK84 等 。 宣 含 甘 
才 酸 的 抗 丁 上 肽 通过 甘氨酸 的 结构 域 有 影响 肽 的 三 级 结 
构 , 进 而 能 够 干扰 细 苗 外 膜 集 日 的 转录 途径 ,抑制 细 
菌 细胞 壁 的 形成 或 者 阻 但 细菌 外 膜 和 蛋白 的 合成 ,使 
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得 细菌 外 膜 的 通 透 性 增加 人 致使 细 阔 死亡 。 写 含 甘 氨 
酸 抗 阔 肽 结构 通常 呈 线 型 ,市 有 正 电 和 从, 玖 水 性 强 ， 
不 含有 或 极 少 含有 半 胱 妥 酸 ,结构 中 不 能 形成 二 研 
键 , 作 用 方式 特殊 ,通过 多 肽 与 膜 之 间 的 相互 作用 ， 
发 挥 其 活性 ,能够 抑制 音 兰 氏 阴 性 瑚 及 真 画 ,同时 也 
能 够 通过 破坏 细胞 腊 的 方式 抑制 瘤 细胞 生长 。 抗 丙 
肽 ApAMP1015 能 够 抑制 大 肠 杆 丙 的 生长 ,也 可 能 
与 它 的 二 级 结构 具有 a 螺 放 和 有 折 二 有 关 。a 螺 
旋 和 B 折合 的 存在 可 能 使 得 多 肽 ApAMP1015 具有 
双亲 性 ,方便 多 肽 对 致 病 体 的 细胞 膜 进行 攻击 ,发 挥 
其 抗 阔 活性 。 

通过 GenBank 序列 同 源 性 比 对 分 析 发 现 ， 
ApAMP1015 同 大 黑 甲 中 提取 的 藉 通 肽 ,黄粉 虫 中 提 
取 的 A 类 及 B 类 崩 翅 肽 , 独 角 仙 Allomyrina 
dichotoma 东 户 肽 以 及 赤 拟 谷 资 Tribolium castaneum 
昔 妈 肽 同 源 性 较 高 ,氨基 酸 序列 一 致 性 达到 60% 以 
上 。 与 ApAMP1015 相似 性 较 高 的 抗 阔 肽 中 ,大 黑 
甲 藉 冯 肽 具有 抗旱 兰 氏 阴 性 两 的 生物 学 活性 (Login 
et al., 2013); 独 角 仙 匡 这 肽 具有 抗 金黄 色 葡 和 铭 球 
凋 、 耐 甲 氧 金黄 色 和 葡 税 球菌 和 枯草 杆 阔 的 生物 学 活 
性 (Sagisaka et al., 2001 ) 。 

本 研究 成 功 构建 了 重组 表达 质粒 pET-32a- 
ApAMP1015 ,将 该 重组 质粒 转化 到 大 肠 杆 两 BL21 
(DE3 ) 感受 态 细 胞 中 ,利用 第 规 方法 族 导 时 , 重 日 大 
部 分 表达 在 包 床 体 中 ,而 包涵 体 中 表达 的 蛋白 不 利 
于 后 续 的 活性 研究 ,即使 做 变性 复 性 处 理 也 会 降低 
集 日 的 浓度 或 导致 集 日 结构 改变 ,因此 我 们 进一步 
优化 了 和 蛋白 的 诱导 表达 条 件 , 以 期 在 上 清 中 获得 
多 的 蛋白 表达 。 经 过 对 IPTG 浓度 .诱导 温度 .诱导 
时 间 及 转速 的 方面 的 反复 试验 后 ,发 现 IPTG 浓度 
与 诱导 时 间 对 该 熏 日 的 表达 量 影响 较 小 , 考 愿 到 
IPTG 的 毒性 及 时 间 问 题 , 因 此 选择 低 浓 度 、 短 诱导 时 
间 。 计 导 温 度 和 转速 是 影响 该 集 日 表达 量 的 重要 因 
素 , 目 前 普遍 认为 低温 诱导 能 改变 折 鳃 动力 学 ,从 而 有 
效 增加 可 浴 性 重 日 的 比例 ,减少 中 间 折 印 体 的 肾 集 ， 
此 选择 低温 和 较 低 的 转速 进行 集 日 的 诱导 表达 。 
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